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　　　The　ef［ect　of　PEG　Qn　myosin　B，　myosin母nd　actin　prepared　from　rabbit　skeletal　muscle　was　studied
and　the　following　results　were　Qbtained．
　　　　1）The　KCI　concentratioh－Mg升ATPase　activity　curve　shifted　to　right　by　30皿M　KCI．　In　the　pres－
ence　of　PEG，　the　inhibito．ry　e任ect　of　higher　KCI　concentrations　on　the　Mg升一ATPase　activity　of　myosin
Bwas　less　than　that　observed三n　the　absence　of　PEG．
　　　　2）As　seen　in　the　pCa－Mg朴ATPase　activity　curve　of　myosin　B，　Mg翫ATPase　activity　was　markedly
enhanced　by　PEG　at　all　pCa．　In　the　presence　and　absence　of　PEG，　maximal　activity　and　half　maximal
activatiQn　of　Mg升一ATPase　of　myosin　B　were　observed　at　pCa　5．5　and　pCa　6．2－6．4，　respectively．　Super－
precipitation　of　myosin　B　was　strongly　activated　by　PEG　at　all　pCa，　but　the　extent　was　smaller　at　lower
pCa．
　　　　3）Ca月一ATPase　activity　of　myosin　was　activated　only　about　10％by　10　mg／m6　PEG，　but　it　was
slig．htly　inhibited　by　PEG　concentrations　higher　than　10　mg／皿4．
　　　　4）The　turbidity　of　myosin　was　increased　by　an　addition　of　PEG　at　a　lower　1onic　strength　than　O．15
and　was　not　changed　at　a　higher　iQnic　strength　exceeding　Oユ5、　On　the　other　hand，　the　viscosity　was
increased　by　PEG　even　at　O，2MKC1．
　　　　5）Polymerization　rate　of　G－actin　was　not　signi丘cantly　in且uenced　by　PEG．
　　　　6）In　the　presence　of　Mg昔，　ATPase　activity　of　myosin　which　was　pretreated　with　PEG　was　only
slightly　activated　by　additions　of　various　concentrations　of　actin。　On　the　other　hand，　ATPase　act．ivity
of　myosin　which　was　not　pretreated　with　PEG　was　activated　by　apProximately　60－70％of　control　by　the
PEG－pretreated　actin　in　higher　concentrations．
　　　From　these　results，　it　is　indicated　that　PEG　does　not　affect　the　troponin－tropo皿yosin　complex　and
actin，　but　has　a　marked　infiuence　on　myosin．
緒 言
　Kaldorら1）は，91ycero1処理筋の張力ならびにmy．osin
Bおよびtroponin－trQpQmyQsin　complexを含む合成
actomyosinのATP．ase活性について，高濃度KC1によ
るこれらの抑制がPEGにより除去されることを示し，
PEGがactinとmyosinの相互作用を増強する物質で
あることを報告した．これと関連してわれわれ2）も前報に
Abbreviations：
　　　ATP；adenosine　triphosphate，
　　　PEG；polyethylene　glycol－4000，
　　　EGTA；ethylene－glycol　bis（β一aminoethylether）一N，　N，　N’，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　128
N’一 et aacetic　acid．
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おいて，tropQnin－tτopomyosin　colnlpexを含まない合
成actomyosinを用いて種々の条件下でPEGの作用を
検討し，PEGがそのMg什一ATPase活性ならびに超沈澱
を著明に増強すること，またmyosinに対してはMg什
存在下のATPase活性を抑制し，そのturbidityを著し
く増強するなどの事実を報告した．
　本論文ではactolnyosin系に対するPEGのf乍用点を
明らかにするために，myosin　B，　Inyosinならびにactin
に対するPEGのf乍用をATPase活性，　turbidityおよび
粘度変化の面から検討し，PEGはactinに対してはほと
んど作用せず，またtroponin－tropolnyosin　complexに
も影響を与えないが，一方my・sinに対しては強く作用
することが示された．
実験材料および方法
　標　品：ウサギ骨格筋からのmyosinならびにtro－
ponin－tropomyosin　complexを含まないactinの分離
は前回2）に従い，またmyosin　BはA．　Szent－Gy6rgyi3）
の方法に従って分離した．
　方　法；Myosin，合成actomyosinおよびmy◎sln
BのATPase活性，　turbidityならびに蛋白濃度の測定
は，すべて前報2）によった．また粘度変化はOstwaldの
粘度計で測定した．遊離Ca井濃度（pCa）の算定は山本4）
に従った．
　MyosinおよびactinのPEG前処理は，蛋白量1mg
当り30mgのPEGを三二しながら加え，5分間室温に放
．置することにより行なった：．
　本実験では，PEGの至適濃度は30　mg／m6である2）こ
とから，この濃度を用いた．
　試薬：ATPはSigma製結晶2Na塩を，　Triton
X－100およびPEG－4000は和光純薬株式会社製，　EGTA
は同仁薬化学研究所製，その他の試薬は市販特級品を用
いた．
実験成績
　MyQsin　BのMg彬ATPase活性のKC1濃度依存性を
Fig．1に示す．　ATPase活性はKC1濃度の増加に伴い抑
制されたが，30mg／m6のPEGが存在すると，その曲線
は最大活性値ならびに50％活性値で高濃度KC1側へそれ
ぞれ約30および60mMずれ，200　mM以上の高濃度KCl
側では対照に比べてKCIによる抑制が弱かった。これは
PEGが合成actomyosin（合成AM）2）に対すると同様
myosin　Bにも作用することを示し，　Kaldorら1）の
myosin　Bの成績とほぼ一致する．
　Myosin　BのMg什一ATPase活性のCa升濃度（pCa）
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Fig．1　Dependence　of　ATPase　activity　of　myosin
　Bon　KICI　concentration　in　the　presence　and
　　absence　of　PEG．　Conditions：40　mM　Tris－HCl
　　buHer（pH　7．2），0．5　mM　MgC12，1mM　ATP，1
　　mg／m6　myosin　B　an（l　various　cQncentrations　of
　　KCL　Reaction　time，2min；20。C　Open　sym－
　　bols，　control；Filled　symbols，　with　30　mg／m4
　PEG．
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Fig。2　pCa　dependence　of　ATPase　activity　of
　myosin　B　in　the　presence　and　absence　of　PEG．
　　Conditions：20孤M　imidazole－HCI　buf［er（pH
　7．0），1mM　MgC12，0．85　mg／m6　myosin　B，3mM
　EGTA－Ca　bufEer，　and　ionic　stregth　（μ）＝0．1．
　Other　conditions　as　for　Fig．1．　Open　symbols，
　　contro1；Filled　symbols，　with　30　mg／m4　PEG．
依存性をFig．2に示す．　PEGの存在によりpCaのいず
れの濃度においてもATPase活性は増強されたが，その
増強の程度はpCa　5．5において対照の約1．7倍であった．
しかし，PEGの有無に関係なく最大活性はpCa　5．5に示
され，最大活性値と最小活性値の中間値までの活性化（便
宜上以下half　maxi皿al　activation5，6）と称す）はpCa
6．2－6．4に示された．これはPEGがmyosin　BのMg隅一
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Fig。3pCa　depndence　　　　　　　　　　of
　　myosin　B　in　the　presence　and　absence　of　PEG．
　　Conditions＝0．54　mg／m4　myosin　B，　andμ＝0．05．
　　Other　conditions　as　for　Fig．2．　Open　symbols，
　　contro1；Filled　symbols，　with　30　mg／m6　PEG．
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　of　superprecipitation
ATPase活性のCa昔濃度に対する感受性に影響を与えな
いことを示す．またPEG非存在下の最大活性ならびに
half　maximal　activationを示すpCa値はウサギ4）およ
びカエル6）の皿yo丘brilsで得られた値とほぼ一致する．
　Myosin　Bの超沈澱のpCa依存性をFig．3に示す．
PEGの有無に関係なくpCaの減少に伴い超沈澱の立ち上
り速度は促進され，その程度も増大した．pCa　7．9におい
て対照ではclearing　Phaseが持続し超沈澱が起らないの
に対して，PEG存在感ではclearing　responseを示さず’
に超沈澱に移行した．この超沈澱の程度はpCa　6．0におけ
る対照のそれの約30％であり，これはATPase活性の場
合と平行する（Fig．2）．しかし，　pCa　6．5および6，0では
PEGにより超沈澱の立ち上り速度は著明に促進されたが，
その程度は対照とほぼ同じであった．
　以上の成績（Figs．1－3）からmyosin　BのMg椎ATP－
ase活性ならびに超沈澱に対するPEGの作用は，前報2）
のtroponin－tropomyosin　complexを含まない合成AM
に対するそれと良く一致し，actinとmyosinの相互作
用を増強することが示された．
　従来，myosinのATPase活性に対するMg升とCa朴
の作用は異なることが知られている7β）．画報2）において
1mM　MgC12存在下でmyosin　ATPase活性はPEGに
より著明に抑制されることが示された，Fig．4にはmyo－
sinのCa昔一ATPase活性に対するPEGのf乍用を10－50
mg／皿4　PEGの範囲で示す．　ATPase活性は10　mg／m6
PEGによりわずか10％増大しただけで，　PEG濃度の増
加にともないむしろ活性はわずか低下し，50mglm4　PEG
では約15％抑制された．しかしこの抑制の程度はMg什
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Fig．5　Effect　of　PEG　on　turbidity　of　myosin　at
　various　ionic　strength．　Conditions＝10　mM
　　imidazole－HCI　buHer（pH　7．0），1mM　ATP，30
　　mg／m6　PEG，0．54　mg／m4　myosin　and　various．
　　ionic　strength．　Other　conditions　as　for　Fig．1，
　　Sy孤bols；Q；μ＝0．05，（2）；μ二〇．10，　Q；μ＝0．15，●；
　　μ＝030，↓；addition　of　PEG，＄；addition　of　ATP．
存在下のInyosin　ATPase活性の場合に比べるときわめ
て弱かった．
　前報2）において，myosinのturbidityはイオン強度
0．05，ATPのない場合にPEG添加により約10倍に増大
し，1mM　ATPの添加によってそれは約30％減少するこ
とが示された．今回はこの現象をイオン強度を変えて再検
討した（Fig．5）．低イオン強度下（μ＝o．05および。．10）で
は，PEGの添加直後にturbidityは増大し始め，添加5
分後にほぼ最大となりその後はほとんど変化しなかった．
これに1mM　ATPを添加するとturbidityは急速に低下
し，3～5分後にほぼ元のレベルに達した．このATPによ
るturbidityの低下が前回の成績2）に比べ大であったのは
44（2） 鈴木・高氏一ActinとMyosinの相互作用に関する研究　II 131
本実験においてmyosi11に対するPEGの濃度が低かっ
たことによると考えられる．イオン強度の増加と共に
turbidityに対するPEGの作用は減弱し，イオン強度が
0．15以上ではturbidityの増大は認められず，また1mM
ATPを添加してもそのturbidityは何ら影響されなか
った．
　Myosinのturbidityに関しPEGの効果が現われない
高イオン強度（0．2MKCI）（Fig．5）下で，　myQsinの粘度
に対するPEGの作用を測定した（Fig．6）．1mg／m6の
myosinの比粘度は1．23であり，30　mg／m4のPEGが存
在すると，約3分後に比粘度は1．47に増大した．これは，
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：F量g．6　EfFect　of　PEG　on　viscosity　of　myosin．
　　Conditions　l　40　mM　Tris－HCI　bu任er（pH　7．0），0．2
　　MKCI，1mg／m4　mアosin，　total　volume　5　m4，
　　and　temp．20。C．　Symbols＝○；contro1，●；At　O
　　time　30　mg／m6　PEG　was　added．
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この条件下でmyosin分子間に相互作用がおこり，　myo－
sinがaggregateしたためと思われる．
　G－actinの重合反応はtropomyosinやα一actininの
添加により著明に増強されると言われている9・10）．G－actin
の重合に対するPEGの作用をFig．7に示す．30　mg／m6
のPEGはG－actinの重合の速度をやや促進したが，最終
の比粘度にはほとんど影響を与えなかった．すなわち比粘
度は対照で1．39，PEG存在下では1．42であった．この成
績はG－actinの重合反応に対しPEGがtropomyosinや
α一actininと類似の作用を持たないことを示す．
　Mg什存在下のmyosinのATPase活性のactinによ
る活性化を，PEGで処理したmyosi11あるいはactin
について検討した（Fig．8》PEGで前処理したmyosin
の一定量に対して無処理のactinをその量比が1：0．15か
ら1：1になるまで加えた時，actinによるmyosinの
ATPaseの活性化は著明に抑制された．また前処理しない
myosinに対してPEGで前処理したactinを加えると，
actinによる活性化はmyosin：actin比が1：0．6以上に
なると対照における活性化の約60～70％を示した。この
様に，対照に比べて活性化が抑制されたのは，加えた
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Fig．7　EfEect　of　PEG　on　the　rate　of　polylneriza．
　　tion　of　G－actin　as　measured　by　increase　in　vis－
　　cosity．　Conditions　l　O，1　M　KCI，11nM　MgC12，
　0．83mg／m6　G－actin．　Temp．20℃．　At　O　time，　KCl
　　and　MgC12　were　added．　Open　symbols，　contro1；
　Filled　symbols，　with　30　mg／m4　PEG　added　at　O
　　time．
O．1
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Fig・8
　sin　ATPase　activity．
　μ＝0．05，1mg／m6　myosin，　and　various　concentra．
　tions　Qf　actin．　Other　conditions　as　fGr　Fig．1．
　Symbols：○，　contro1，　without　PEG；●，1mg
　myosin　was　pretreated　for　5　min　with　301ng
　PEG　at　room　temperature，　but　actin　was皿ot
　pretreated；¢，1mg　actin　was　pretreated　for　5
　min　with　30　mg　PEG　at　room　temperature，　but
　myosin　was　not　pretreated；●，①，　final　concen－
　tr tion　of　PEG　of　reaction　mixture　was　always
　30mg／皿4．
　　　　　　　〔actin〕、mglml
Ef［ect　of　PEG　on　the　actin－activated　myo－
　　　　　　 　CQnditions；1mM　MgC12，
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actin溶液中に存在するPFGにより前処理のmyQsinの
一部分が作用を受けたためと思われる．
考 察
　Kaldorら1）の成績と一致して，　Inyosin　BのKC1濃
度一ATPase活性曲線は30　mg／m4　PEGによりKC1の高
濃度側に移動した（Fig．1》　また，前史2）の高濃度ATP
ならびに低温などの場合と同様にactomyosin（AM）を
解離させる他の条件，すなわち高pCa下でも，　PEGは
myosin　BのATPase活性（Fig．2）ならびに超沈澱（Fig．
3）を促進した．それゆえに，これらの成績はPEGがactin
とmyosinの相互作用を増強するというKaldorら1）の
見解を支持する．
　筋収縮の試験管内モデルであるAMの超沈澱および
ATPase活性はCa升により調節され11・12），これにはtro－
ponin－tropo皿yosin　complexが重要な役割を演ずること
が知られている13）．本成績においてmyosin　BのpCa－
ATPase活性曲線の最大値を示すpCa，ならびにhalf
maximal　activationを示すpCaは，いずれもPEGに
よりほとんど影響されなかった（Fig．2）．これはmyosin
BのATPase活性のCa粁に対する感受性がPEGによ
り影響されないことを示し，これよりPEGはtroponin－
tropomyosin　colnplexには作用しないことが結論され
る・　またこのことはPEGがtroponin－tropomyosin
complexを含ない合成AMのATPase活性ならびに超
沈澱を増強するという悪報2）の成績とも矛盾しない．
　AMの相互f乍用に対する以上のPEGの促進f乍用に関し
PEGがactinとmyosinのいずれに作用するかについ
ては，PEGがG－actinの重合にはほとんど影響を与えな
い（Fig．7）こと，ならびにactinをPEGで前処理して
もmyosinを部分的に活性化し得た（Fig．8）ことから，
PEGはactinにf日用しないことが明らかにされた．した
がって，PEGの作用はおそらくmyosinの側にあるもの
と思われる．実際に前震2）ならびに上述の成績において，
Mg升存在下にmyosinのATPase活性はPEGにより
著明に抑制され，またATPが存在しない条件下でmyosin
のturbidityならびにviscosityは著しく増強された
（Figs．5および6＞さらに，　myQsinをPEGで処理する
とactinによる活性化が強く抑制された（Fig．8＞　したが
って，これらの事実からPEGがactinにではなくmyosin
に作用すると考えることは妥当であろう．
　よく知られているように，myosin分子はtrypsinに
よりさらにheavy　merQmyosin（HMM）と1ight　mero－
myosin（LMM）の2つの部分に分けられるが，　myosin
の塩による溶解性ならびにAMの超沈澱および粘性のよ
うな物理的性質はLMMが担うといわれている14岬16）．低
KC1下でPEGはmyosinのturbidityを著明に増加し
た（Fig．5）。これはPEGがInyosin分子のKCIによる
溶解性を強く阻害することを示す．また高濃度KC1下で
myosinのviscosityがPEGにより上昇した（Fig・6）こ
とはPEGによりmyosin分子間に相互作用を生じmyosin
分子がaggregateした状態になることを示唆する．この
ようにPEGがmyosinの物理的性質を著明に変化させ
たことは，PEGがmyosinのLMM部分により強く1乍
用することを示唆する様に思われる．したがってmyosin
に対するPEGの作用のしくみを考えるためには，さらに
HMMならびにLMMに対するPEGの作用を検討する
ことが重要であろう．
　従来，myosinのATPase活性は低KCI環境下でMg朴
により抑制され，Ca什により活性化されることが知られて
いる7・17）．SugdenとNihei8）はmyosinの酵素活性に対
するMg昔とCa什の作用を詳細に倹辛し，　myosinの
ATPase活性のMg什による阻害はmyosinにMg朴が
固く結合することにより生じ，一力Ca昔によるその活性
化はCa什がmyosinに弱い結合をすることによるか，
またはCaATP2一によると述べ，　Mg什とCa什ではInyosin
のATPase活性に対する作用機序が異なるという．　PEG
はmyosinのATPase活性をMg什存在下で著明に抑制
したが2），Ca什存在下ではわずかしか抑制しなかった（Fig．
4＞この様にmyosinと共存する2価メタルイオンの差に
よりPEG作用が異なることは，　Mg昔とCa昔とでは
myosinに対するそのf医用機序が異なるというSugdenと
Nihei8）の見解を支持する．
要 約
　ウサギ骨格筋のmyosin　B，　myosinならびにactin
に対するPEGの作用を検討し，以下の成績を得た．
　1）30mg／m4のPEGはmyosin　BのMg什一ATPase
活性一KC1濃度曲線を最大活性値で高濃度KC1側へ
30mMだけ移動させた．またPEG存在下ではmyosin
BのMg什一ATPase活性の高濃度KCI（0．2～03　M）によ
る抑制は弱かった．
　2）Myosin　BのpCa－ATPase活性曲線において，
Mg什一ATPase活性はいずれのpCaにおいてもPEGに
より増強された．またPEGの有無にかかわらず最大活性
値ならびにhalf　maximal　activationを示すpCaは，そ
れぞれ5．5および6．2－6．4であった．さらにmyosin　Bの
超沈澱については，その速度はいずれのpCaでもPEG
により著しく促進された．
　3）MyosinのCa昔一ATPase活性は，10　mg／m6の
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PEGでわずか10％活性化され，それ以上のPEG濃度で
はわず’か抑制された．
　　4）MyosinのPEGによるturbidityの増大はイオン
強度が低いほど著しく，イオン強度が0．15以上ではその’増
大は認められなかった．これに対してmyosinの粘度は
0．2MKCI下でもPEGの添加により増大した．
　　5）G－actinの重合反応はPEGによりほとん．ど影響さ
れなかった．
　　6）PEGで’前処理したmyosinのMg升存在下の
ATPase活性は処理しないactinの添加によってきわめ
てわずか活性化された．これに対して処理しないmyosin
のATPase活性は，前処理したactinの添加により著明
に活性化され，対照の約60～70％に達した．
　　以上の成績から，PEGはtroponin－trQpomyosin　cGm－
plexならびにactinには作用せず，　myosinに作用する
．ことが示された．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（昭和50．3．27受理）
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